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RESUMO: Objetivo: A isquemia prolongada leva a alterações na microcirculação tecidual e liberação de radicais livres do oxigênio
conhecidas como fenômeno de não reperfusão. Foi testado um modelo experimental de reimplante de membro após isquemia quente
e os efeitos do fármaco alopurinol e da terapia com oxigênio hiperbárico. Método: Foram realizadas amputações com preservação
dos vasos e nervos dos membros posteriores direitos em 95 ratos. Os grupos modelos M1, M2, M3, M4 e M5 foram submetidos à
isquemia quente de 0, 2, 4, 6 e 8 horas. As taxas de viabilidade dos membros isquêmicos após sete dias de avaliação foram 100%, 80%,
63,6%, 50% e 20%. Os grupos experimentais E1 e E2 foram tratados, respectivamente, com alopurinol e terapia com oxigênio
hiperbárico após isquemia de 6 horas. As taxas de viabilidade foram 70% e 30%. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo
teste do Qui-quadrado. Resultados: Os grupos M1, M2, M3, M4 e M5 foram estatisticamente diferentes entre si exceto os grupos
M3 e M4. E1 resultou em uma viabilidade de membros maior que M4 e E2 resultou em uma viabilidade de membros menor que
M4(resultados estatisticamente significantes). Conclusões: Os resultados sugerem que a administração do alopurinol após isquemia
do membro por 6 horas aumenta a taxa de viabilidade dos membros isquêmicos, e a terapia com oxigênio hiperbárico diminuiu a
viabilidade dos membros isquêmicos (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(2): 64-68).
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INTRODUÇÃO

A viabilidade e resultado funcional final dos
reimplantes de membro dependem da prevenção de efeitos
deletérios da anóxia. Os tecidos do membro a ser reimplantado
têm diferentes resistências diante da anóxia. O músculo
esquelético é menos tolerante à isquemia e suas
consequências anatômicas, metabólicas e fisiopatológicas
foram bem estudadas1-4. A busca da melhor viabilidade dos
membros levou diversos autores a desenvolverem vários mo-
delos de perfusão de membro com fármacos anticoagulantes e
hipotermia2.

Além da patência das anastomoses vasculares, a cir-
culação distal e periférica é igualmente importante para a via-
bilidade de membros reimplantados. A isquemia leva à obstru-
ção do fluxo sanguíneo para tecidos periféricos, o que é co-
nhecido como fenômeno de não reperfusão. Esta obstrução
tem caráter progressivo com formação de trombos na
microcirculação, agregação plaquetária, edema celular e edema
tecidual. A progressão deste fenômeno leva à irreversibilidade
das lesões e inviabilidade do membro3.

Os radicais livres do oxigênio têm importante papel
na patogênese da lesão tecidual após isquemia e reperfusão.
Resultados promissores foram obtidos com o uso de agentes
antioxidantes em diferentes tecidos isquêmicos. Estes resul-

tados sugerem um benefício na prevenção dos efeitos da
isquemia tecidual5,6.

A terapia com oxigênio hiperbárico tem sido indicada
para tratamento de uma série de situações clínicas. A utilização
da terapia com oxigênio hiperbárico em retalhos isquêmicos,
enxertos compostos e na preservação de membros antes do
reimplante foram estudadas, com resultados conflitantes para
retalhos isquêmicos e muito animadores para enxertos com-
postos e preservação de membros isquêmicos6-11.

Existem várias evidências que apontam o efeito be-
néfico de fármacos antioxidantes e terapia com oxigênio
hiperbárico em situações de isquemia, porém faltam trabalhos
conclusivos para que estes fármacos e a terapia com oxigênio
hiperbárico sejam utilizados na prática clínica dos reimplantes.

O presente trabalho pretende testar um modelo de
reimplante de membro após isquemia quente em ratos e o
efeito da administração do fármaco antioxidante alopurinol e
da terapia com oxigênio hiperbárico neste modelo.

MÉTODO

Foram utilizados 95 ratos Wistar machos com peso
variando entre 290 e 400g. Os animais foram mantidos em
biotério, acondicionados em gaiolas individuais, alimentados
com ração (Nuvilab CR1 – Nuvital Nutrientes LTDA.) e água
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filtrada ad libitum, período claro/escuro de 12/12 horas e tem-
peratura ambiente de 23° C.

Os animais foram anestesiados com administração
intraperitonial de tiopental sódico (50mg/Kg) e foi realizada
incisão vertical em região inguinal direita com dissecção sob
microscópio cirúrgico do feixe vásculo-nervoso femoral. Rea-
lizou-se incisão circular na porção média da coxa em toda a
circunferência da pele e musculatura, mantendo o nervo ciático
íntegro12. Após hemostasia com eletrocautério foi realizada a
osteotomia do fêmur em terço médio com serra manual, man-
tendo o feixe vásculo-nervoso protegido por pequeno seg-
mento de látex. Procedeu-se à síntese óssea com fixação
intramedular do fêmur com segmento de 2cm de agulha 30X7 e
cola instantânea de éster de cianoacrilato. Realizou-se a sínte-
se da musculatura e o clipe microvascular foi posicionado nos
vasos femorais antes da emergência dos vasos epigástricos
superficiais caudais, evitando a inclusão do nervo femoral. A
interrupção dos fluxos arterial e venoso dos vasos femorais
foi assegurada através do teste de enchimento negativo. Após
a síntese da pele foi realizada reposição volêmica (50ml/Kg de
solução fisiológica 0,9% via subcutânea) (Figura 1).

Os animais foram submetidos a tempos de isquemia
quente (temperatura ambiente 25°C) a partir do pinçamento
dos vasos. Após o período de isquemia, os ratos foram
anestesiados (tiopental 10mg/Kg via intraperitonial), uma in-
cisão vertical em região inguinal esquerda foi realizada com
dissecção dos vasos femorais e canulação (agulha 29G) da
veia epigástrica superficial caudal com injeção de soluções
(soro fisiológico ou alopurinol) com volume total de 1ml. A
sutura vertical do membro posterior direito foi aberta e o clipe
vascular retirado. A patência dos vasos femorais e a ausência
de trombos foram ratificadas (teste de enchimento positivo).
Procedeu-se então à síntese da pele das incisões e o acondici-
onados dos animais em gaiolas individuais.

Os animais foram divididos em grupos modelos e
experimentais. Os cinco grupos modelos, com 10 a 11 ratos
cada, foram submetidos a tempos de isquemia de 0, 2, 4, 6 e 8
horas. O grupo modelo 4 (M4) foi utilizado como controle dos
grupos experimentais (Tabela 1).

Os animais do grupo experimental 1 (E1) receberam a
administração intravenosa de solução de alopurinol 45 mg/
Kg13 (AllopurinolR - Sigma-Aldrich), imediatamente antes ao
início da reperfusão do membro.

Os animais do grupo experimental 2 (E2) foram sub-
metidos à terapia com oxigênio hiperbárico(TOH). Foram rea-

lizadas seis sessões de 30 minutos com oxigênio a 100% a 2,5
ATM, períodos de compressão e descompressão de 5 minu-
tos e intervalos de 12 horas entre as sessões, em câmara
hiperbárica modelo Seecrhist em até 1 hora após a reperfusão5

(Tabela 2).
Os animais foram excluídos do estudo quando evo-

luíram para óbito durante o procedimento cirúrgico (nove ra-
tos), ou antes, do sétimo dia de pós-operatório (oito ratos),
trombose arterial após retirada do clipe vascular (três ratos),
trombose venosa após retirada do clipe vascular (dois ratos),
clipe vascular não funcionante (um rato) e extravasamento na
injeção de drogas (um rato).

Os animais foram observados diariamente por um
período de sete dias. A viabilidade dos membros foi determi-
nada através de exame clínico e os membros foram classifica-
dos como membros viáveis quando havia sobrevivência total
do membro ou sobrevivência total e presença de necrose par-
cial apenas de pele próximo à sutura com presença de músculo
viável subjacente e crescimento de pelos, ou membros não
viáveis pela necrose total do membro.

Os resultados foram transformados em porcentagem
de viabilidade do membro por grupo, comparados entre si e
analisados estatisticamente pelo teste do Qui-quadrado com
nível de significância adotado de 5% (p< 0,05).

RESULTADOS

O grupo M1 foi submetido à 0 hora de isquemia e foi
observado 100%(10/10) de viabilidade dos membros. O grupo
M2 evoluiu com uma taxa de viabilidade dos membros de 80%
(8/10), o grupo M3 evoluiu com 63,6%(7/11) de viabilidade
dos membros, o grupo M4 evoluiu com 50%(5/10) de viabili-
dade dos membros e o grupo M5 evoluiu com 20%(2/10) de
viabilidade dos membros. Os grupos M1 e M2, M2 e M3, M3
e M5, M4 e M5 foram diferentes estatisticamente com p<0,05.
Os grupos M3 e M4 não foram diferentes estatisticamente
(Gráfico 1).

Tabela 1 – Grupos Modelos. Tempos de isquemia que foram subme-
tidos os grupos e número de animais por grupo.

Grupos Modelos Tempo de isquemia No. de animais

M1 0h 10
M2 2h 10
M3 4h 11
M4 6h 10
M5 8h 10

Tabela 2 – Grupos Experimentais. Número de animais por grupo e
tratamento utilizado após isquemia de 6 horas.

Grupos Experimentais Tempo de Nº de Tratamento
(GE) isquemia animais

GE1 6h 10 Alopurinol
GE2 6h 10 TOH*

* Terapia com oxigênio hiperbárico.

Figura 1 - Membro posterior amputado, preservando-se o feixe
vásculo-nervoso; Posicionamento do clampe vascular nos vasos
femorais.
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O grupo E1(alopurinol) evoluiu com taxa de viabili-
dade dos membros de 70%(7/10) e foi diferente estatistica-
mente dos grupos M1, M4, M5 (p<0,05). Não foi observada
diferença estatística entre os grupos E1 e M2, E1 e M3. O
grupo E2(câmara hiperbárica) evoluiu com taxa de viabilidade
dos membros de 30%(3/10) e foi diferente estatisticamente
dos grupos M1, M2, M3, M4 (p<0,05). Não foi diferente esta-
tisticamente do grupo M5 (Gráfico 2).

Não foi observada autofagia em nenhum membro vi-
ável, porém foi observada na maioria dos membros não viá-
veis. A autofagia ocorreu a partir do 4° dia de pós-operatório
após a necrose total do membro.

DISCUSSÃO

Várias causas para o fenômeno de não reperfusão
têm sido propostas. Ames et al13 em 1968 foram os primeiros
autores a descreverem o fenômeno de não reperfusão, obser-
vando áreas de não reperfusão cerebral e atribuíram estas áre-
as à obstrução arterial secundária a edema de células
endoteliais. Miller et al14 observaram que “shunts” arterio-
venosos ocorriam em extremidades reimplantadas e isto pode-
ria contribuir para áreas de pouca perfusão, além da estase,
perda de fluido intravascular, meio ácido e exposição do
colágeno da subíntima que poderiam levar a trombose após o
reimplante15-17. Múltiplos fatores responsáveis pelo fenôme-
no da não reperfusão foram agrupados em três grupos:
isquemia, lesão da íntima vascular e respostas sistêmicas e

locais18. Esta tríade da não reperfusão interage entre si levan-
do a alterações histológicas e metabólicas na microcirculação:
constricção de arteríolas, edema endotelial e leucocitário,
estase regional, adesão e migração de leucócitos, hemorragia
focal, agregação plaquetária, produção de radicais livres do
oxigênio e acidose 3,19.

Vários modelos têm sido utilizados e desenvolvidos
para estudo deste fenômeno. Membros posteriores de gatos
submetidos à isquemia de 6 horas por torniquete evoluíram
para necrose em 33% e 100% quando submetidos a períodos
maiores de isquemia17.

Zdeblick et al20 em 1985, estudaram o reimplante de
membros posteriores de ratos após tempos de isquemia varia-
dos e observaram que a viabilidade do membro após a isquemia
era do tipo tudo ou nada20,21. Após 2 e 3 horas de isquemia a
viabilidade foi de 100%, após 4 horas foi de 50% e após 6
horas foi de 20%. Os membros eram submetidos à isquemia
quente de 5 horas e a taxa de viabilidade dos membros foi de
50%. Concannon et al12 em 1991 obtiveram taxa de viabilidade
de 30% em membros posteriores de ratos submetidos à
isquemia quente de 6 horas e esta resposta era do tipo tudo ou
nada. Yokoyama et al22 em 2000 estudaram modelos de
reimplante de membro isquêmico e isquemia muscular isolada
e propuseram estes modelos para estudo da formação de radi-
cais livres após reperfusão. Olivas et al23 em 2001 estudou
isquemia do músculo cremáster de ratos e observou que 7 e 8
horas de isquemia é o tempo limite para reversibilidade das
lesões por isquemia e reperfusão em músculos.

O presente trabalho testou um modelo de reimplante
de membro posterior de ratos após isquemia quente para estu-
dar isquemia e reperfusão. A manutenção do pedículo vascular
evitou anastomoses microvasculares e uma nova variável para
o estudo da isquemia. A manutenção dos nervos evitou a
perda de sensibilidade e autofagia do membro, não sendo
observado nenhum caso de autofagia nos membros viáveis.

Os radicais superóxido e hidroxila, metabólitos
reativos do oxigênio são formados em situações de isquemia e
reperfusão e podem causar lesão na membrana celular direta-
mente através da peroxidação lipídica ou através da degrada-
ção do colágeno intracelular. Estes radicais livres derivados
do oxigênio podem desempenhar um importante papel na
etiologia microvascular do fenômeno da não reperfusão atra-
vés da lesão citotóxica direta no endotélio vascular3,24.

O alopurinol atua como inibidor da enzima xantina
oxidase, que exerce importante papel na formação de radicais
livres durante a reperfusão, não permitindo a conversão das
hipoxantinas derivadas do ATP em ácido úrico, reação onde o
O

2
 é transformado em  O

2
- 6.

Os efeitos benéficos do alopurinol e outros agentes
antioxidantes foram bem documentados em modelos de
isquemia e reperfusão de retalhos fáciocutâneos em ratos e
porcos6,25-27. Em isquemia de membros foi observada uma taxa
de viabilidade de 60% em membros isquêmicos de ratos por 6
horas e administração de alopurinol12, e observada redução
na pressão compartimental de membros amputados em ratos
com isquemia de tempos variados e administração de
alopurinol27. Ablove et al28 relataram melhora na taxa de viabi-
lidade de membros isquêmicos amputados de ratos após uso

Gráfico 2 - Taxa de viabilidade dos membros reimplantados após
sete dias nos grupos: M1 - sem isquemia (0 horas de isquemia),  M4
- grupo controle (6 horas de isquemia), E1 -tratamento com alopurinol
após isquemia de 6 horas, E2 - Terapia com oxigênio hiperbárico
após isquemia de 6 horas. (todos os grupos diferentes estatistica-
mente p<0,05)

Gráfico 1 - Taxa de viabilidade dos membros reimplantados após
sete dias nos grupos modelos;
M1 – 0 horas de isquemia, M2 – 2 horas de isquemia, M3 – 4 horas
de isquemia, M4 – 6 horas de isquemia, M5 – 6 horas de isquemia.
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da superóxido dismutase e melhora na patência vascular e
sobrevivência de células musculares e ósseas após um mode-
lo de reimplante isquêmico e administração de superóxido
dismutase.

No presente estudo, o grupo E1 foi tratado com
alopurinol intravenoso na dose de 45mg/Kg12. A taxa de viabi-
lidade dos membros no grupo E1 de 70% foi significativamen-
te maior que do M4, sugerindo uma melhora na viabilidade
dos membros isquêmicos com utilização do alopurinol. A taxa
de viabilidade dos membros de E1 foi significativamente maior
que a do grupo M5 e significativamente menor que a do grupo
M1, porém não foi diferente da taxa de sobrevivência dos
grupos M2 e M3. Este dado sugere que os membros com
isquemia de 6 horas e que receberam alopurinol evoluíram
com taxa de viabilidade semelhante aos membros submetidos
à isquemia de 2 e 4 horas.

Existem várias hipóteses para o mecanismo de ação
da terapia com oxigênio hiperbárico11, sendo a principal, a neo-
formação capilar no tecido isquêmico6,7. A proliferação de ca-
pilares no retalho observado através de microangiografia pode
ser efeito secundário à vasoconstricção8 promovida pelo oxi-
gênio hiperbárico. Outro mecanismo de ação seria conseqü-
ência do seqüestro de neutrófilos para o tecido pulmonar, já
que estas células são conhecidas fonte de radicais livres do
oxigênio e atuam como mediadores de eventos biológicos res-
ponsáveis pela lesão tecidual durante a reperfusão 7,8,9.

Alguns estudos experimentais demonstraram melho-
ra na sobrevivência de retalhos cutâneos isquêmicos6, en-
quanto outros não obtiveram resultados positivos na melhora
da sobrevida de retalhos isquêmicos.9

No presente estudo foram utilizadas seis sessões de
terapia com oxigênio hiperbárico nas primeiras 72 horas do
período pós-operatório, com intervalo de 12 horas entre as
sessões6. A taxa de viabilidade dos membros isquêmicos por 6
horas e que foram submetidos à terapia com oxigênio
hiperbárico (E2) foi de 30%. Esta taxa foi significativamente

menor que a taxa encontrada para o M4. Este resultado sugere
uma piora na taxa de viabilidade dos membros isquêmicos
após a terapia com o oxigênio hiperbárico. A taxa de viabilida-
de do grupo E2 também foi significativamente menor que as
taxas dos grupos M1, M2 e M3, porém não foi diferente da
taxa do M5. Este resultado sugere que os membros submeti-
dos à isquemia de 6 horas e terapia com oxigênio hiperbárico
evoluíram com taxa de viabilidade semelhante aos membros
submetidos a 8 horas de isquemia.

O resultado obtido, talvez se deva à grande quanti-
dade de músculo isquêmico presente no modelo proposto,
que na presença do oxigênio hiperbárico e conseqüentemente
vasoconstricção da artéria femoral por maior disponibilidade
do O

2
, resulta em maior isquemia muscular e liberação de radi-

cais livres do oxigênio. O mesmo provavelmente não ocorre
em estudos que utilizaram retalhos cutâneos e por não possu-
írem músculo, suportaram um período isquêmico maior e com
efeitos menos intensos na reperfusão.

       O modelo de reimplante de membro em ratos após
isquemia quente proposto se presta a estudos de isquemia e
reperfusão com resposta do tipo tudo ou nada, é simples e
com baixos índices de complicação e mortalidade, apresentan-
do uma curva de viabilidade dos membros após tempos pro-
gressivamente maiores de isquemia. O tempo de isquemia de 6
horas, escolhido como controle dos grupos experimentais por
apresentar uma viabilidade de 50% dos membros, se mostrou
adequado para avaliação de efeitos positivos e negativos das
terapias posteriormente aplicadas.

A terapia com o fármaco alopurinol após 6 horas de
isquemia, apresentou uma melhora na taxa de viabilidade dos
membros isquêmicos de 50% para 70%, demonstrando um efei-
to positivo nesta situação. Já a terapia com oxigênio hiperbárico
nas mesmas condições, levou a uma piora na taxa de viabilida-
de dos membros isquêmicos de 50% para 30%, mostrando
uma evolução negativa dos membros reimplantados após
isquemia de 6 horas.

ABSTRACT

Background: Prolonged ischemia leads to alterations in tissue  microcirculation and oxygen free radicals production. This
event is called no reflow phenomenon and its management is a challenge to the surgeon dealing with replantation. It was tested
a replantation model after warm ischemia in rats and the effectiveness of allopurinol and hyperbaric oxigen therapy. Methods:
Amputation with preservation of vessels and nerves of the right hind limb was proceeded in 95 rats. The groups M1, M2, M3,
M4 and M5 were submitted to 0, 2, 4, 6 and 8 hours of ischemia. The limbs were observed for seven days and the survival limb
rates in each group were 100%, 80%, 63,6%, 50% and 20% respectively. M4 was elected control for experimental groups. The
groups E1 and E2 were submitted to 6 hours of ischemia and were treated with allopurinol and hyperbaric oxigen therapy. The
survival limb rates were 70% and 30% respectively. Results: M1, M2, M3, M4 and M5 were statistically different except for M3
and M4. E1 had a better limb survival than M4. E2 had a worse limb survival than M4. Conclusions: Our results suggest that
the administration of allopurinol may be helpful to improve limb salvage after ischemia and hyperbaric oxigen therapy may not
be helpful and even can be harmful to ischemic limbs.

Key-words: Rats, Wistar; Replantation; Ischemia; Reperfusion; Allopurinol; Oxigen.
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